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@ Verfahren und Vorrichtung zum off-line Nachweis von Analyten nach MALDI-Massenspektrometrie 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zum off-line Nachweis von Analyten nach Stofftren- 
nung mit MALDI-Massenspektrometrie. Sie findet An- 
wendung auf dem Gebiet der Biochemie, Molekularbiolo- 
gie, in der chemischen und biotechnologischen Industrie 
sowie in der klinischen Chemie. 

Aufgabe der Erfindung ist es, den manuellen und zeitli- 
chen Aufwand zur Kandhabung (Entnahme, Vorbehand- 
lung und Massebestimmung), insbesondere einer Vtel- 
zahl von Proben, fur massenspektrometrische Untersu- 
chungen mit der MALDI-Technik zu verringern. Daruber 
hinaus sollen die Gefahr von Fehlhandhabungen im Urn- 
gang mit den Proben weitgehend ausgeschlossen und 
eine universelle massenspektrometrische Auswertbarkeft 
ermoglicht werden. ErfindungsgemafS werden die Proben 
des Analyten zum Zweck der Entnahme und Probenvor- 
bereitung fur die MALDI-MS durch eine an sich bekannte 
Mu I ti pipette gehandhabt. Von dieser werden die vorzugs- 
* weise vorbehandelten Proben (6) auch an die Probentra- 
gerplatte (13) des MS-Spektro meters abgegeben, wobei 
das x-y- Raster ma (I der Multipipettenspitzen (4) mittels ei- 
nes Pipettenadapters (7) an das Probenaufnahmeraster 
der Probentragerplatte (13) adaptiert wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum off-line Nachweis von Analyten nach MALDI-Massen- 
spektrometrie. Sie findet Anwendung auf dem Gebiet der 
Biochcmic, Molckularbiologic, in dcr chcmischcn und bio- 
technologischen Industrie sowie in der Klinischen Chernie. 
Hauptsachlich wird sie zur Charakterisierung von Stoffmi- 
schungen nach spezieller Behandlung, insbesondere nach 
chrornatographischer Trennung, iiber das Signal "prazise 
Masse" verwendet. 

"Matrix assisted laser desorption ion masspectrornetrie" 
(MALDI-Spektrometrie) ist eine relativ neue Technik (Hil- 
lenkamp et all, 1988), die aber in den vergangenen Jahren 
eine sehr weite Verbreitung auf vielen Gebieten der Analy- 
tik gerunden hat. Die Vorziige dieses Verfahrens gegenuber 
anderen massenspektrometrischen Techniken liegen darin, 
daB auch Molekule mit groBer Masse, wie Proteine, prazise 
besliiiunbar sind und die Interpretation des Analysenergeb- 
nisses nicht oder nur minimal durch artitiziell auftretende 
Spaltprodukte und sekundare Massengipfel beeinfluSt wird. 
AuBerdem ist diese robuste Technik nur wenig durch haufig 
in den Analyten vorkommenden Beimengungen wie Salze, 
Detergentien und andere Substanzen empfindlich zu storen. 

Die Prazision der Massenbestimmung, die mit geeigneten 
Eich verfahren durchgefiihrt weit unter 1 Pro mill liegt, er- 
laubt die Nutzung des Signals "Prazise Masse" als spezifi- 
schen Indikator zur Charakterisierung einer Substanz und 
wird zur Identifizierung von Molekulen genutzt. Durch die 
schnelle Entwicklung von chromatographischen Techniken 
in den letzten Jahren ist es heute durch Wahl geeigneter Tra- 
germaterialien und Elutionsmittel mdglich, nahezu jede 
Substanz aus einer Mischung von sehr vielen Verunreini- 
gungen rein darzustellen. Dazu muB die einzelne zu charak- 
terisierende Fraktion im chromatographischen ProzeB der 35 
Stofftrennung verfolgt werden. Das geschieht on-line, wenn 
die zu trennende Substanz geeignete physikalische Signale 
liefert, die kontinuierlich verfolgt werden konnen. Solche 
haufig verfolgten Signale sind Lichtabsorption, Fluores- 
zenz, Leitfahigkeit, Viskositat und andere. Konnen solche 40 
relativ unspezifischen Signale nicht verwendet werden, muB 
mit spezifischen Verfahren wie immunoiogischen Assays 
(RIA, EIA) odcr untcr Nutzung katalytischcr Eigcnschaftcn 
(Enzymbestimmung) off-line in den einzelnen Fraktionen, 
die nach der Stofftrennung in geeigneten GefaBen mit Frak- 45 
tionssammlem aufgefangen werden, der Analyt und seine 
Verunreinigung untersucht werden. NaturgemaB fallen bei 
diesem Vorgehen eine groBe Zahl zu analysierender Proben 
an, die untersucht werden mussen. Diese Zahl ist urn so gro- 
Ber, je dichter hesetzt und damit. prazi ser der Trenngang ver- 50 
folgt werden soil. Die oben aufgefuhrten Vorteile der 
MALDI-MS machen es wiinschenswert, die Bestiimnung 
der Massenverteilung in einer Vielzahi von Proben, die wah- 
rend der Trennung erhalten werden, relativ spezifisch zur 
Bestimrnung des/der Analyte(n) zu nutzen, um den gesuch- 55 
ten Analyten hinsichtlich seiner Verunreinigung zu charak- 
terisieren und den Trenngang zu optimieren. Gegenwartig 
mussen fur ein solches Vorgehen viele einzelne Proben ma- 
nuell aus den einzelnen GefaBen der Fraktionssammlung 
entnommen werden, in Zwischenschriften mit geeigneten 60 
Verfahren vorbehandelt werden, um die Substanzen zu ent- 
fernen, welche die MALDI-Prozedur storen konnen und 
dann mit Matrixlosung behandelt werden. Danach muB die 
Analyt-Matrix-Mischung einzeln auf die Proben tragerplatte 
des entsprechenden MALDI-Spektrometers getropft werden 65 
und nach der Massenbestimmung eine Zuordnung der ge- 
fundenen einzelnen Massen zu den Fraktionen des Frakti- 
onssammlers erfolgen. Infolge der Vielzahi der erforderli- 
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chen Proben sowie der Arbeitsschritte zu deren Vorbehand- 
lung und massenspektrometrischer Auswertung ist der rna- 
nuelle und zeitliche Arbeitsaufwand hoch und steigt mit zu- 
nehmender Probenanzahl drastisch an. 
5 Hinzu konunt, daB bei Durchfuhrung einer Pluralitat prin- 
zipicll ahnlich gclagcrtcr monotoncr Arbcitsgangc zur Pro- 
benbehandlung - psychologisch bedingt - die Gefahr von 
Unachtsamkeiten und Behandlungsfehlern im Umgang mit 
den Proben gegeben ist, wodurch das Analysenergebnis 
10 schnell beeintrachtigt werden kann. 

Aufgabe der Erfindung ist es deshalb, den manuellen und 
zeitlichen Aufwand zur Handhabung (Entnahme, Vorbe- 
handlung, Masseanalyse, Auswertung), insbesondere einer 
Vielzahi von Proben, fur massenspektrometrische Untersu- 
L5 chungen nach dem MALDI- Verfahren zu verringem. Dar- 
uber hinaus soil die Gefahr der Beeintrachugung des Analy- 
senergebnisses infolge von Fehlhandhabungen im Umgang 
mit den Proben weitgehend ausgeschlossen und eine mog- 
lichst universelle massenspeklrometrische Auswertbarkeit 
der Analyte ermoglicht werden. 

ErfindungsgemaB werden die zii untersuchenden Proben 
des Analyts nicht mehr manuell zur MS-Untersuchung nach 
dem MALDI- Verfahren vorbereitet und gehandhabt, son- 
dern sie werden im x-y-Raster der Pipettenspitzen einer an 
sich bekannten Multipipette bereitgestellt. Es ist somit mog- 
lich, gleichzeitig eine Vielzahi von Proben, bei spiels weise 
im Raster 96 (8 x 12), zu entnehmen sowie fiir die MS-Un- 
tersuchung (mit entsprechender Vorbehandlung) vorzube- 
reiten. Von der Multipipette werden die Proben iiber einen 
Pipettenadapter an den Probentrager des MALDI-Spektro- 
meters abgegeben, wobei mittels geeigneter Dichtelemente 
und Leitungen das ProbenrastermaB der Multipipette an das 
Probenaufnahmeraster der MS-Probentragerplatte urnge- 
setzt wird. Auf diese Art und Weise ermoglicht die Erfin- 
dung nicht nur eine Vorbehandlung und Vorbereitung der 
Proben durch die Multipipette in dem bewahrten x-y-Raster 
der Pipettenspitzen (welches bei der Probenvorbehandlung 
und -Mischung eine gute Zuganglichkeit und Probenhand- 
habung gestattet), sondern sie gestattet auch unmittelbar die 
Probenbeschickung des Massenspektrometers in dem spezi- 
fischen Probenaufnahmeraster des Spektrometers, ohne daB 
manuelle und damit verbundene zeitliche Arbeitsaufwande 
zur Handhabung dcr Proben crfordcrlich werden. AuBerdem 
lauft der essentielle ProzeB der gemeinsamen Kristallisation 
von Matrix und Probe fur alle Proben eines Analyseansatzes 
unter standardisierten Bedingungen ab. Dadurch erhoht sich 
die Vergleichbarkeit der erhaltenen Signale. AuBerdem wird 
damit auch die Grundlage dafiir geschaffen, diesen ProzeB 
programmtechnisch ablaufen zu lassen, die Probenhandha- 
bung automatisch steuem zu konnen und die Analyse und 
Darstellung der Ergebnisse mit geeigneten Auswertepro- 
graiiunen vorzunehmen. Mit der Automatisierung des Pro- 
zeBablaufes werden gleichzeitig subjekdve Fehler, wie sie 
vom Grundsatz bei der Durchfuhrung einer Pluralitat ahn- 
lich gelagerter manueller Arbeitsgange gegeben waren, ver- 
tmeden. 

Die schnelle Handhabung sehr vieler Proben ermoglicht 
auch ohne groflen Aufwand die Durchfuhrung mannigfalti- 
ger und unterschiedlicher Probenvorbereitungen oder Mehr- 
fachanalysen, die bei manueller Probenhandhabung aus 
Zeit- und Aufwandsgriinden praktisch nicht oder kaum rea- 
lisierbar waren, jedoch zur weiteren Objektivierung des 
Analysenergebnisses fiihren. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand von in der Zeich- 
nung dargestellten Ausfuhrungsbeispielen zum MALDI- 
massenspektrometrischen Nachweis von Analyten naher er- 
lautert werden. 
Es zeigen: 
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Fig. 1 Prinzipanordnung einer Mikrotiterplatte und einer 
Multipipette im bekannten 96-Raster zur Aufnahme (und 
Vorbehandlung) von Proben 

Fig. 2 Prinzipanordnung zur Pipettenadaptierung des 
Multipipette nrasters gemaB Fig. 1 an das 10 X 10-Raster ei- 5 
ncr Probentragerplatte des MALDI-Spcktromctcrs 

Fig. 3 Aufbringen der vorbereiteten Analyten aus der 
Multipipette uber einen Pipettenadapter gernSB Fig. 2 auf 
die Probentragerplatte des MALDI-Spektrometers 

Fig. 4 Effektivitat der Salzabtrennung durch Acetonfal- 10 
lung von BSA als Proben vorbereitung 

Fig. 5 Effektivitat der Salzabtrennung durch Acetonfal- 
lung von Immun glob li linen als Probenvorbereitung 

Fig. 6 Effektivitat der Tritonabtrennung durch Acetonfal- 
lung von BSA als Probenvorbereitung 15 

Fig. 7 Spektrenqualitat als Funktion der BS A-Menge. 

Ausfuhrungsbeispiel 1 

Anhand der Fig. 1-3 soilen die Handhabung der Proben 20 
zur Entnahrne, Vorbehandlung und Bereitstellung fur die 
MALDI-Massenanalyse sowie die dazu verwendete Vor- 
richtung erlautert werden. 

In einem ersten Schritt wird aus einer in Fig. 1 gezeigten 
Mikrotiterplatte 1, die im 8 X 12-Raster angeordnete Pro- 25 
benaufnahmegefaBe 2 besitzt, mit dern Kopf einer automati- 
schen Multipipette 3, die seinerseits im gleichen 8 X 12-Ra- 
ster angeordnete Pipettenspitzen 4 fur die Hantierung von 
Volurnina tragt, aus den mit Proben 5 gefiillten (dunkel dar- 
gestellten) ProbenaufnahmegefaBen 2 simultan eine Plurali- 30 
tat Yon mit MALDI-MS nachzuweisenden Proben volurnina 

6 in die Pipettenspitzen 4 (in Fig. 2 und Fig. 3 ebenfalls dun- 
kel dargestellt) aufgenommen. In einem zweiten Schritt 
wird zumindesr. ein Teil dieser Volurnina in eine nicht in der 
Zeichnung dargestellte Misch- und Probenvorbehandlungs- 35 
karnrner, die eine wie in Fig. 1 gezeigte herkommliche Mi- 
krotiterplatte 1 sein kann und die im gleichen RastermaB an- 
geordnete EinzelgefaBe (ProbenaufnahmegefaBe 2) tragt, 
abgegeben. In dieser Misch- und Probenvorbereitungskarn- 
mer erfolgt im einfachsten Fall die Zugabe von geeigneter 40 
Matrixlosung und die Miscbung von Probe und Matrix mit 
an sich bekannten Multipipetten 3 und (aus Ubersichtsgriin- 
den nicht in der Zeichnung dargcstclltcn) Mikrofitcrplattcn- 
Schiittlern. 

Miissen storende Salze oder andere Begleitstoffe, wie De- 45 
tergentien, entfernt werden, kann in dieser Misch- und Pro- 
benvorbereitungskammer eine Probenvorbehandlung (siehe 
Ausfuhrungsbeispiele 2-4) durchgefuhrt werden. 

In einem dritten Schritt wird in Analogie zum ersten 
Schrift in die (auch als Igelspitzen bezeichneten) Pipetten- 50 
spitzen 4 die in Fig. 2 und Fig. 3 dunkel dargestellten Pro- 
ben volurnina 6 der so vorbehandelten Proben 5 aufgenom- 
men. 

Danach wird in einem vierten Schritt ein Pipettenadapter 

7 an die Pipettenspitzen 4 der Multipipette 3 form- bzw. 55 
kraftschliissig angedockt (Fig. 3). Der Pipettenadapter 7 be- 
steht aus einer Halteplatte 8 fur schwimmend gelagerte 
Dichtelemente 9, sowie aus Leitungen 10, die jeweils mit ih- 
rem oberen Ende mit dem korrespondierenden Dichtelement 

9 verbunden sind und mit ihren anderen Enden 11 durch eine 60 
Fixierplatte 12 so aufgenommen werden, daB die Enden 11 
in einem neuen zu einer Probentragerplatte 13 eines 
MALDI-Massenspektrometers paBfahigen RastermaB ange- 
ordnet sind. Die Dichtelemente 9 sind "schwimmend" gela- 
gert, d. h. sowohl horizontal als auch vertikal in gewissen 65 
Grenzen beweglich angeordnet, so daB sie sich bei der Auf- 
nahme der Pipettenspitzen 4 selbst fur den FormschluB zen- 
trieren. 
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In einem funften Schritt werden zumindest Teile der in 
den Pipettenspitzen 4 befindlichen Proben volurnina 6 der 
Probe-Matrix-Mischung tiber die angedockten Dichtele- 
mente 9 und die Leitungen 10 des Pipettenadapters 7 auf die 
Proben tragende Bereiche der Probentragerplatte 13 abgege- 
ben und nach an sich bekannter Kristalisation der MALDI- 
Massenspektrometrie zugefuhrt. 

Ausfuhrungsbeispiel 2 

Zur Vorbereitung der Proben fiir die MALDI-Massen- 
spektrometrie wird eine Salzabtrennung durch Acetonfal- 
lung von BSA durchgefuhrt. 

In die Mikrofiterplatte 1 im 8 x 12 Raster (vgl. Fig. 1) 
wird eine BSA-Losung so pipettiert, daB durch Mischung 
mit verschieden konzentrierten NaCllosungen jeweils 
200 pi Losung mit c BSA = 2 g/1 (rn BSA = 400 ug) und c NaC1 = 
0; 0,005; 0,1; 0,5; 1, 1,5; 2 M entstehen. Mit der Multipi- 
pette 3 im 8x12 Raster ihrer Pipettenspitzen 4 werden zu 
den Proben jeweils 200 ul Aceton oder 400 ul Aceton gege- 
ben. Daraus ergeben sich Acetonendkonzentationen von 50 
bzw. 66%. Die Mikrofiterplatte 1 wird auf Grund der hohen 
Fliichtigkeit von Aceton mit einer Folie abgeklebt und 10 
min. bei 4000 g und 4°C zentrifugiert. Es werden nun der 
Uberstand mit der Multipipette 3 abgenommen, zum Nie- 
derschlag jeweils 400 \x\ 96%iges Aceton pipettiert und 
nochmals 10 min. bei 4000 g und 4°C zentrifugiert. Nach 
erneuter Abnahme des Uberstandes mit der Multipipette, 
wird die verbieibende Fliissigkeit abgedampft. Das Albumin 
wird nun in 330 ul H 2 0 zu einer Konzentration von 20 
pmol/jjl gelost. Hiervon werden 200 ul zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration abgenommen. Die acetonhaltigen 
Uberstande werden zur NaCl-Konzentrationsbesdmmung 
gesammelt. 

Mit der Multipipette 3 werden 50 ul in eine Mikrofiter- 
platte 1 pipettiert, in dessen MischgefaBen sich bereits 50 ul 
der Matrixlosung (20 g/1 Sinapinsaure in 66% Acetoni- 
tril/H 2 0) fur das MALDI-MS befanden. Nach 5minutiger 
Mischung werden hiervon jeweils 50 ul von der Multipi- 
pette 3 angesaugt. Nun wird der Pipettenadapter 7 so am Pi- 
pettenigel (Pipettenspitzen 4) befestigt, daB die Dichtele- 
mente 9 dicht mit den Pipettenspitzen 4 abschlieBen. Unter 
dem Pipettenadapter 7 ist die Probentragerplatte 13 positio- 
niert, so daB das Raster der Enden 11 von den Leitungen 10 
mit dem Probenaufnahrneraster (10 x 10) der Probentrager- 
platte 13 korrespondiert. 

Zuniichst wird der Pipettenadapter 7 als in sich dichtes 
System durch AusstoB von 30 ul der Probevolumina 6 aus 
den Pipettenspitzen 4 gefiillt. Dann werden die Probentra- 
gerplatte 13 des MALDI-MS unter dem Pipettenadapter 7 
positioniert sowie ein Probenvolumen 6 von 2 ul im Proben- 
aufnahrneraster von 10 x 10 an die ProbenlragerplaUe 13 ab- 
gegeben. 

Nach einer Trocknungszeit von 10 rnin werden die Pro- 
ben mittels MALDI-MS analysiert. 

Die Analyse im Massenspektrometer ergab Massenspek- 
tren in der selben Qualitat, wie sie vom BSA aus salzfreier 
Losung ohne vorherige Failungsprozedur gewonnen wer- 
den. 

Die Proteinausbeute wird durch die Extinktionmessung 
bei 280 nm bestimmt und mittels Messung der elektrischen 
Leitfahigkeit ist es moglich, die Salzkonzentration im Uber- 
stand zu ermitteln. 

Die Effektivitat der Salzabtrennung durch Acetonfallung 
von BSA als Probenvorbereitung ist in Fig. 4 dargestellt. 
Die Kurzel WF und Ac stehen dabei fur die BegrifTe Wie- 
derfindung bzw. Aceton. Es wird deutlich, daB eine 50% 
Acetonlosung nur ausreichend ist, wenn die NaCl-Konzen- 
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tration im Bereich von 0,1 bis 0,5 M liegt. Dagegen kann 
man BSA durch 66% Acetonlosung bis zu einer 1,5 M Salz- 
losung quantitaiv ausfallen. In diesen Konzentrationsberei- 
chen bleibt das gesamte Salz in Losung. Erstbei einer 2 mo- 
laren NaCl-Losung wurde das Loslichkeitsprodukt durch 5 
50% (ca. 10% dcs Nad ficl aus) bzw. 66% Accton (ca. 15% 
fiel aus) uberschritten. Albumin schlagtin salzfreier Losung 
nicht durch Aceton nieder. 

Ausfuhrungsbeispiel 3 10 

In gleicher Weise, wie im Ausfuhrungsbeispiel 2 anhand 
der Salzabtrennung durch Acetonfallung von BSA beschrie- 
ben, wird zur Vorbereitung der Proben fur die MALDI-Mas- 
senspektrometrie eine Salzabtrennung durch Acetonfallung is 
von Gamma-Globulinlosung durchgefuhrt. 

Fig. 5 zeigt. die Ergehnisse dieser Acetonfallung. 

Das Immunglobulin zeigte bereits bei nur 50% Aceton 
auch noch bis 2 M NaCl-Losung einen Niederschlag von ca. 
80%. Bei 66% Aceton failt aber deutlich mehr Protein in den 20 
Niederschlag (zwischen CNaci = 0,005 bis 2 M ca. 
85-100%). 

Auch hier bleibt im ganzen untersuchten Konzentrations- 
bereich das gesamte Salz im Uberstand; und auch die Ana- 
lyse im Massenspektrometer ergab Massenspektren in der 25 
selben Qualitat, wie sie vom Immunglobulin aus salzfreier 
Losung ohne vorherige Fallungsprozedur gewonnen wer- 
den. 

Ausfuhrungsbeispiel 4 30 

Zur Vorbereitung der Proben fur die MALDI-Massen- 
spektrometrie wird eine Tritonabtrennung durch Acetonfal- 
lung von BSA durchgefuhrt. 

Dazu wird in der Mikrotiterplatte 1 eine BSA-L6sung 35 
(mit 0,1 M NaCl) mit Tritonlosungen so gemischt, daB in 
1 00 ul je weils 500 ug BSA enthalten sind und Tritonkon- 
zentrationen von jeweils c TrX 100 = 0,05; 0,1; und 0,5% vor- 
liegen. Diese Gemische werden, wie im Ausfuhrungsbei- 
spiel 2 beschrieben, mit Aceton behandelt AnschlieBend 40 
werden der Niederschlag fur die MALDI-MS- Analyse ge- 
lost und mit Matrixlosung gemischt sowie 2 ul dieses Gemi- 
schcs mittcls der Multipipcttc 3 und dcs Pipcttcnadaptcrs 7 
(Fig. 3) im Probenraster von 10 x 10 auf die Proben trager- 
platte 13 des Massenspektrometers gebracht. 45 

Die quantitative Proteinbestimmung im Niederschlag er- 
folgt auf Grund der Tritonbeimischung rnittels an sich be- 
kannter Rurammethode. Fig. 6 zeigt die Ergebnisse dieser 
Acetonfallung. Die Kiirzel WF und Ac stehen dabei wie- 
derum fur die BegrifTe Wiederfindung bzw. Aceton. 50 

Es zeigt sich deutlich, daB 50%iges Aceton nicht aus- 
reicht, umRinderserumalbumin vollstandig zu fallen. Dabei 
geht die Ausbeute von 78% bei 0,05% Triton bis auf 69% 
bei 0,5% Triton zuriick. Dagegen reichen 2/3 Aceton aus, 
um mehr als 95% des Albumins zu gewinnen. 55 

Charakteristische Tritonspektren wurden nach der Fal- 
lung bei keiner der verwendeten Tritonkonzentrationen im 
Massenspektrum des Rinderserumalbumins gefunden. Die- 
ser Befund spricht fur eine ausreichende Tritonabtrennung 
aus der zu analysierenden Probe. Die Analyse im Massen- 60 
spektrometer ergab Massenspektren in der selben Qualitat, 
wie sie vom BSA aus salzfreier Losung ohne vorherige Fal- 
lungsprozedur gewonnen werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 5 65 

Zur Ermittlung des kleinsten hantierbaren Einsatzes fiir 
die Acetonfallung wird eine BSA-Losung (2 g/1 BSA, 0,15 
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M NaCl) so auf Blottfoliestucke (a = 20 mm 2 ) pipettiert, daB 
auf einem Foliestiick jeweils 0,5; 1; 3; 6; 10; oder 15 ug 
BSA aufgetropft werden. Als Blottfolie kommen Nitrocellu- 
lose und PVDF zur Anwendung. Die Folien mit dem einge- 
trocknetem Albumin werden in einem verschlieBbaren Glas- 
gcfaB (in der Zcichnung nicht dargcstcllt) durch 400 ul 
85%iges Aceton aufgelost und dabei das Protein ausgefallt. 
Nach einer lOminiitigen Zentrifugation mit 5800 g bei 4°C 
wurde der Uberstand rnittels Pipette dekandiert. Danach 
werden der Niederschlag nochmals mit 200 ul 96%igem 
Aceton versetzt, erneut zentrifugiert und der Uberstand wie- 
der dekandiert. Der Niederschlag wird zur Trockne ge- 
bracht. 

Mittels einer Matrixlosung aus 10 gA Sinapinsaure in 
66% Acetonitril/H 2 0 wird der Niederschlag auf 5 pmol/ul 
(0,3 ug/ul) aufgelost. Jeweils 2 pi (beim Einsatz von ledig- 
lich 0,5 ug wird alles pipettiert) diese Gemisches werden auf 
die Probenpositionen der MALDI-MS-Probentragerplatte 
13 aufgebrachl. Nach einer Trocknungszeit von 10 min. 
werden die Proben im MS analysiert, Ein Wert fiir die Qua- 
litat des erhaltenen Spektrums wurde durch das Verhaltnis 
aus der Peakhohe zur Amplitude des Grundrauschens ermit- 
telt. 

Wie Fig. 7 zeigt, ist die relative Peakhohe im untersuch- 
ten Intervall eindeudg von der einsetzten Proteinmenge ab- 
hangig. Dabei wurde ein auswertbares Proteinsignal schon 
bei nur 1 jjg (16 pmol) Einsatz erzielt. Allerdings kann man 
von guten Signalen erst bei einem Einsatz von 3 ug bei Ni- 
trocellulosefolie und 6 pg bei PVDF-Folie spree hen. 

Bezugszeichenliste 

1 Mikrotiterplatte 

2 Proben aufnahiriegefaB 

3 Multipipette 

4 Pipettenspitze 

5 Probe 

6 Probevolumen 

7 Pipettenadapter 

8 Halteplatte 

9 Dichtelement 

10 Leitung 

11 Endc 

12 Fixierplatte 

13 Probentragerplatte 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum off-line Nachweis von Analyten 
nach der MALDT-Massenspektrornetrie, bei der die 
nachzuweisenden Proben entnommen sowie zur mas- 
senspeklronietrischen Untersuchung vorbehandelt und 
auf einer Probentragerplatte eines MALDI-Spektrome- 
ters bereitgestellt werden, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Proben in einer Vielzahl von ProbengefaBen im 
definierten x-y-Raster einer an sich bekannten Muldpi- 
pette angeordnet werden, aus denen sie mit den Pipet- 
tenspitzen der Multipipette entnommen werden, daB 
zumindest ein Teil dieser entnommenen Proben volu- 
mina aus der Multipipette in eine Vielzahl von im glei- 
chen x-y-Raster angeordneten MischgefaBen zum 
Zweck der Probenvorbehandlung abgegeben werden, 
daB mit derselben oder einer anderen Multipipette glei- 
chen x-y-Rasters der Pipettenspitzen aus den Mischge- 
faBen mit den vorbehandelten Proben zumindest ein 
Teil der Mischungen aufgenommen wird, der tiber ei- 
nen Pipettenadapter zur Anpassung an das Probenauf- 
nahmeraster der Probentragerplatte des MALDI-Spek- 
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trometers auf diese fur die massenspektrometrische 
Untersuchung und Auswertung dosiert abgegeben 
wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Probenvorbehandlung eine Mischung 5 
dcr Probcn mit gccignctcn Matrixlosungcn durchgc- 
fiihrt wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenvorbehandlung eine Fallung 
mit organischen Losungsmitteln, vorzugsweise Ace- 10 
ton, darstellt. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Probenvorbehandlung eine Extraktion 
mit organischen Losungsmitteln durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 15 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dab die Handhabung 
der Prohen (Entnahme, Vorbehandlung Massenana- 
lyse) und die Auswertung der Analysenergebnisse pro- 
grammlechnisch gesteuert werden. 

6. Vorrichtung zum off-line Nachweis von Analyten 20 
nach der MALDI-Massenspektrometrie, bei der die 
nachzuweisenden Proben in ProbengefaBen mit Pipet- 
ten entnoiiirnen und in MischgefaBe zur Probenvorbe- 
handlung abgegeben werden und bei welcher die vor- 
behandelten Proben auf eine Probentragerplatte eines 25 
MALDI-Spektrometers zur MS- Analyse abgegeben 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB zur Aufnahme 
und Abgabe der nachzuweisenden und der vorbehan- 
delten Proben (5, 6) eine an sich bekannte Multipipette 
(3) vorgesehen ist, deren Pipettenspitzen (4) in einem 30 
definierten x-y-Raster angeordnet sind, daB die Proben- 
gefaBe (2) und die MischgefaBe das gleiche x-y-Raster 
zur Proben aufnahme bzw. -abgabe aufweisen, und daB 
ein Pipettenadapter (7) vorgesehen ist 7 welcher an sei- 
ner der Multipipette (3) zugewandten Seite mit den Pi- 35 
pettenspitzen (4) der Multipipette (3) in Anzahl sowie 
x-y-Raster korrespondierende Dichtelemente (9) zur 
kraft- bzw. formschlussigen Aufnahme der Pipetten- 
spitzen (4) besitzt, daB die Dichtelemente (9) des Pipet- 
tenadapters (7) mit Leitungen (10) in Verbindung ste- 40 
hen, die zur Abgabe der vorzugsweise vorbehandelten 
Proben (5, 6) an die Probentragerplatte (13) des MS- 
Spcktromctcrs dicncn und in dcrcn Probcnaufnahmcra- 
ster angeordnet enden. 

7. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB das x-y-Raster der Pipettenspitzen (4) 
dem 96 (8 x 12) bzw. n x 96 Raster an sich bekannter 
Mikrotiterplatten (1) entspricht. 

8. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Dichtelemente (9) in einer Halfeplatte 50 
(8) schwimmend zueinander angeordnet sind. 
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